Conclusão: Observa-se um aumento nos níveis séricos de óxido nítrico em pacientes com artrite reumatoide. O óxido nítrico se correlaciona significativamente com a atividade da doença, marcadores inflamatórios e estado radiológico das articulaç ões.
Higher nitric oxide levels are associated with disease activity in Egyptian rheumatoid arthritis patients

Keywords:
Rheumatoid arthritis (RA)
Oxidative stress Nitric oxide (NO) a b s t r a c t Background: Oxidative stress generated within inflammatory joints can produce autoimmune phenomena and joint destruction. Radical species with oxidative activity, including reactive nitrogen species, represent mediators of inflammation and cartilage damage.
Objectives: To assess serum nitric oxide as a marker of oxidative stress in Egyptian patients with rheumatoid arthritis and its relation to disease activity.
Methods: 80 patients with rheumatoid arthritis were divided into 2 groups, according to the DAS-28 score: Group I: 42 patients with disease activity, and Group II: 38 patients with no disease activity. Forty age-and sex-matched individuals were included as control group (Group III). Routine laboratory investigations were done, and nitric oxide was measured using Elisa. Hand plain radiographies were done for radiological status scoring using the Sharp method.
Results: A comparison between nitric oxide in all three groups showed a highly significant difference (p < 0.001), significantly higher levels were obtained among rheumatoid arthritis patients in comparison to controls, and higher levels were obtained in patients with active disease (mean ± SD 82.38 ± 20.46) in comparison to patients without active disease 
Introdução
O óxido nítrico (NO) é uma pequena molécula produzida endogenamente que desempenha um papel crítico na sinalização celular, e que está envolvida em vários processos fisiológi-cos. O NO pode ter efeitos biológicos opostos, dependendo de condiç ões ambientais e fisiopatológicas diversas. 1 O estresse oxidativo produzido dentro de uma articulação inflamada pode provocar fenômenos autoimunes e destruição do tecido conjuntivo no interior da sinóvia. Espécies radicais com atividade oxidativa, que incluem espécies reativas de nitrogênio e espécies reativas de oxigênio, representam os mediadores e efetores da lesão da cartilagem. 2 O NO promove a mediação de muitas funç ões celulares diferentes no local da inflamação sinovial, como por exemplo a transdução de sinal, a função mitocondrial e a apoptose. 3 Ele surgiu como um mediador importante na sinóvia na artrite reumatoide (AR). Foi relatado o aumento dos níveis de NO no soro e no líquido sinovial em pacientes com AR, espondilite anquilosante e osteoartrite. 4 O objetivo deste trabalho é avaliar o óxido nítrico sérico como marcador de estresse oxidativo em pacientes egípcios com artrite reumatoide e sua relação com a atividade da doença. I. História de saúde detalhada e exame clínico e musculosquelético minucioso, com avaliação da atividade da doença pelo instrumento DAS28-VHS: 6 História detalhada da duração e progressão da doença, tendo sido avaliados os sinais e sintomas capitais de febre, perda de peso e fadiga, além de um exame musculoesquelético minucioso. Foi observada uma diferença altamente significativa (p < 0,001) entre os Grupos I e II no que se refere à fadiga (50% e 26%, respectivamente) e à rigidez matinal (85% e 34%, respectivamente). Foi observada uma diferença altamente significativa (p < 0,001) entre os Grupos I e II no que diz respeito à VHS e PCR, com níveis mais elevados para esses dois indicadores detectados no Grupo I.
Métodos
Tabela 1 -Comparação entre os Grupos I e II, no que se refere a dados demográficos, clínicos e laboratoriais
A atividade da doença foi avaliada usando o DAS28-VHS. Valores ≤ 2,6 foram considerados como indicativos de ausên-cia de atividade da doença. 6 
II. Exames laboratoriais: a) Exames laboratoriais de rotina:
Hemograma completo; VHS na primeira hora, estimada pelo método Western; PCR (mg/dL, com titulaç ão). b) Exames imunológicos:
Fator reumatoide: medido usando técnica de aglutinação em látex em lamina para fator AR biótico, para determinação qualitativa do FR no soro. c) Óxido nítrico sérico:
A determinação do NO foi realizada utilizando o ELISA (R & D Systems, Inc., Minneapolis, EUA). Este ensaio determina as concentraç ões de NO com base na conversão enzimá-tica de nitrato para nitrito pela ação da nitrato-redutase. Um passo preliminar de desproteinização foi realizado utilizando o método de ultrafiltraç ão; o filtro usado foi o Centristart 1, fornecido pelo grupo Vivascience Sartorius (www.sartorius.com). A reação é seguida pela detecção colorimétrica de nitrito como produto corante anazo da reação de Griess. 7 III. Exames radiológicos: Foram realizadas radiografias simples das mãos e dos punhos para pontuação do dano radiológico, utilizando o método de Sharpe. 8 
Análise estatística
Os dados coletados foram codificados, tabulados e analisados estatisticamente utilizando o programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), versão 17.0. Foi efetuada a descrição das variáveis qualitativas utilizando número e porcentagem.
O teste do qui-quadrado foi aplicado para comparação das variáveis qualitativas. Utilizou-se o teste exato de Fisher em lugar do teste de qui-quadrado quando se esperava ≤ 5 célu-las. Empregou-se o teste t não pareado para comparar dois grupos independentes no que diz respeito às variáveis quantitativas. O coeficiente de correlação de Spearman e Person foi utilizado para classificar as diferentes variáveis entre si, positiva ou inversamente. O valor de p representou o nível de significância, em que p > 0,05 foi considerado como não significativo (NS), p < 0,05 como significativo (S) e p < 0,001 como altamente significativo (AS).
Resultados
No Grupo I havia 23 mulheres e 19 homens. A idade variava de 27 a 63 anos, com média de 48,78 ± 12,41 anos e duração média da doença de 5,48 ± 6,63 anos. No Grupo II havia 21 mulheres e 17 homens. A idade variava de 28 e 65 anos, com média de 44,10 ± 10,54 anos e duração média da doença de 6,59 ± 5,81 anos. Não houve diferença significativa entre os dois grupos com relação a gênero, idade ou duração da doença.
A fadiga e a rigidez matinal foram significativamente mais frequentes no grupo I versus II (p < 0,001). Os pacientes do Grupo I também tiveram valores de VHS e PCR significativamente maiores que os pacientes do grupo II (p < 0,001) (tabela 1). Houve diferença significativa entre os grupos I e II com relação ao índice de Sharpe (tabela 2).
Ao comparar o nível de NO entre os três grupos, foram detectados níveis significativamente mais elevados entre os pacientes com AR em comparação com os controles. Os níveis mais elevados foram obtidos entre os pacientes com AR com doença ativa (Grupo I) (tabela 3).
A comparação entre o nível sérico de NO e vários parâme-tros da doença no Grupo I mostrou uma correlação positiva significativa (p < 0,05) com a rigidez matinal, artrite e contagem O presente estudo avaliou o nível de NO como um marcador do estresse oxidativo em pacientes com AR e sua relação com a atividade da doença. O estudo recrutou 80 pacientes com AR: 42 pacientes com doença ativa (Grupo I) e 38 com doença inativa (Grupo II).
Os pacientes com doença ativa queixavam-se significativamente mais (p < 0,001) de rigidez matinal e de fadiga em comparação com aqueles com doença inativa. Isso provavelmente se deve ao fato de que as manifestaç ões clínicas, como por exemplo a rigidez matinal, têm sido há muito tempo associadas com a atividade da doença em pacientes com AR, e por isso espera-se que valores significativamente mais elevados sejam obtidos em pacientes com artrite reumatoide ativa. 11 No presente estudo, tanto a VHS quanto a PCR estavam significativamente mais elevadas no grupo com a doença ativa (p < 0,001). Embora a PCR pareça ser o melhor teste para a medição da fase aguda, deve-se considerar que a VHS é sensível a imunoglobulinas e ao FR, de modo que este último parâmetro é melhor para medir a gravidade geral (em comparação com a PCR), embora seja uma medida não tão boa para a inflamação. 12 Em um estudo que teve por objetivo avaliar a utilidade clínica das medidas de PCR e VHS na avaliação de pacientes com AR, verificou-se que esses dois indicadores foram preditores significativos da contagem de articulaç ões inchadas (p < 0,001 para ambas as variáveis). 13 Neste estudo, a comparação entre os níveis séricos de NO nos três grupos revelou uma diferença altamente significativa (p < 0,001), sendo que foram encontrados níveis significativamente mais elevados entre pacientes com AR em comparação com os controles; e foram obtidos níveis ainda mais elevados em pacientes com AR ativa (82,38 ± 20,46) em comparação com o grupo com a doença inativa (35,53 ± 7,15). Os níveis séricos de NO no Grupo I revelaram uma correlação positiva significativa com a rigidez matinal (r = 0,45), artrite (r = 0,43) e contagem de plaquetas (r = 0,46) e encontrou-se uma correlação positiva altamente significativa entre o NO e a VHS (r = 0,83) e a PCR (r = 0,76), bem como com o DAS (r = 0,84).
Na comparação entre os dois grupos no que se refere ao dano radiológico avaliado pelo índice de Sharpe, foi observada uma diferença significativa entre os dois grupos (p < 0,001). Os níveis de NO mostraram uma correlação positiva significativa (r = 0,43) com o índice de Sharpe das radiografias das mãos apenas no Grupo I, mas não foi possível detectar correlação entre o NO e o índice de Sharpe das radiografias das mãos no Grupo II. Alguns estudos demonstraram uma relação longitudinal entre a atividade da doença e o quadro radiográfico. 14 Um estudo concluiu que o nível de atividade da doença, bem como a duração da remissão, afetam a progressão subsequente do dano radiográfico em pacientes com AR. 15 Por conseguinte, tendo em vista que a atividade da doença pode ser um dos produtores de lesão nas articulaç ões e de progressão radiográfica na AR, seria de se esperar que, uma vez que o NO está correlacionado com a atividade da doença, também se correlacionaria com os danos radiográficos em pacientes com a doença ativa, como foi detectado no presente estudo. Contrastando com isso, outros estudos concluíram que, apesar da melhora clínica e da remissão em pacientes com AR ativa, a progressão radiográfica continua ao longo do tempo, em razão do processo inflamatório subjacente. 16 Dentro da mesma linha de nosso estudo, várias pesquisas demonstraram um aumento do nível sérico de NO em pacientes com AR, em comparação com grupos controle. 17, 18 Um estudo sugeriu que a produção de nitrato e nitrito é aumentada em pacientes com AR, em comparação com indivíduos saudáveis. 4 Foi demonstrado que o NO regula as funç ões dos linfóci-tos T em condiç ões fisiológicas; mas a superprodução de NO pode contribuir para a disfunção dessas células. O aumento na produção de NO em pacientes com AR pode ser decorrente do aumento da atividade da NO sintase. 19 Do mesmo modo, foi detectada uma correlação significativa entre as concentraç ões séricas de nitratos e o número de articulaç ões sensíveis, número de articulaç ões inchadas, pontuação DAS e nível de PCR. 20 Os resultados sugerem que estes achados podem servir como parâmetros confiáveis da atividade da doença em pacientes com RA.
Embora tenha sido sugerido que as espécies reativas de nitrogênio são produzidas no interior das articulaç ões inflamadas de pacientes com AR e que os níveis se correlacionam diretamente com a atividade da doença, 21 vários estudos concluíram que o nível de NO não se correlaciona com a VHS e nem com a PCR, e que havia uma correlação não significativa entre os níveis séricos de cada uma das espécies de nitrogê-nio e a duração da doença ou VHS, como um marcador da atividade da doença. 18, 22 O estresse oxidativo produzido em uma articulação inflamada pode contribuir para o fenômeno autoimune e para a destruição do tecido conjuntivo em pacientes com AR. A produção de NO e de prostaglandina E2 a partir dos condrócitos articulares provavelmente contribui para a destruição da cartilagem observada em casos de artrite. 23 No presente estudo, foi detectada uma correlação positiva significativa entre o NO sérico e o quadro radiológico em ambos os grupos com AR, sugerindo um papel para o NO não só na atividade da doença, mas também nos danos articulares.
No presente estudo transversal realizado em uma coorte de pacientes egípcios com AR, o NO não só foi detectado em níveis significativamente mais elevados em pacientes com AR ativa, mas esse indicador também estava significativamente correlacionado com vários parâmetros e com a atividade da doença. O estudo também incluiu uma avaliação radiológica das mãos utilizando o índice de Sharpe, que também apresentou uma correlação significativa com os níveis de NO.
No entanto, principalmente devido à limitação imposta pelo seu modelo transversal, os resultados do estudo talvez estejam demonstrando um efeito causal do NO, ou simplesmente podem estar refletindo o estado inflamatório da atividade da doença.
Finalmente, pode-se concluir que há um aumento do nível sérico de NO em pacientes com AR, e que o nível de NO se correlaciona significativamente com a atividade da doença, bem como com o status radiológico das articulaç ões. Isto poderia sugerir o envolvimento de radicais livres não só no processo inflamatório da AR, mas também na destruição das articulaç ões. Novos protocolos terapêuticos, baseados na correção dos níveis de estresse oxidativo, poderão se revelar eficazes em restringir a progressão da doença, com limitação das deformidades.
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